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Информация о структурах и механизмах образования продуктов окисления природного
флавоноида — кверцетина позволяет объяснить его антиоксидантную активность. Задачи
настоящей работы включали окисление кверцетина кислородом воздуха в водных раство-
рах в слабощелочной среде (pH = 8 ÷ 9) в присутствии этанола (для увеличения раствори-
мости), хромато-масс-спектрометрический анализ (ВЭЖХ-ЭР-МС-МС) полученной смеси
и систематизацию литературных сведений о продуктах окисления для сопоставления с на-
шими данными. Впервые вычислены индексы удерживания продуктов окисления кверцетина
в обращённо-фазовой ВЭЖХ. Подтверждено, что многие из продуктов окисления кверцети-
на стабильны только в растворе и выделить их нельзя. Для уточнения структуры некоторых
из них были проведены специальные эксперименты. Так, замена этанола на метанол в соста-
ве реакционной смеси позволяет в некоторых случаях исключить из рассмотрения этиловые
эфиры и уточнить идентификацию, в частности, таких продуктов, как 2-(3,4-дигидрокси-
фенил)-2-оксоуксусная и 2-оксо-2-(2,4,6-тригидроксифенил)уксусная кислоты. Для подтвер-
ждения хиноидного строения одного из основных продуктов окисления кверцетина был за-
регистрирован УФ-спектр реакционной смеси и проведена реакция её с гидроксиламином.
Среди продуктов окисления кверцетина обнаружено большое число димеров. Предложен
способ отличать их от димеров, образующихся в масс-спектрометре в процессе электрорас-
пылительной ионизации. Два основных обсуждаемых в литературе механизма окисления
кверцетина предполагают промежуточное образование соединений с тривиальными назва-
ниями «депсид» и «алфитонин». Установлено их совместное присутствие в составе продук-
тов, но их устойчивость и время жизни в растворах различны. Библиогр. 17 назв. Табл. 1.
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The information about structures and formation mechanisms of oxidation products of such natural
ﬂavonoid as quercetin allows explaining the nature of its antioxidant activity remaining unexplored
up to present. The aims of this paper imply the oxidation of quercetin by air oxygen in water al-
kaline solutions (pH = 8÷9) in presence of ethanol (to increase its solubility), mass-spectrometric
analysis (HPLC-ES-MS-MS) of the reaction mixture and systematization of literature data on the
oxidation products for comparing with our data. The retention indices of the oxidation products
of quercetin have been determined in reversed-phase HPLC for the ﬁrst time. It is conﬁrmed
that many of oxidation products of quercetin are stable only in solution and cannot be isolated
after drying. In order to clarify the structures of some products, special experiments have been
carried out. Thus, the replacement of ethanol with methanol in the composition of the reaction
mixture can in some cases eliminate ethyl esters from further consideration and identify such
products as 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-oxoacetic acid and 2-oxo-2-(2,4,6-trihydroxyphenyl)acetic
acid. To conﬁrm the quinone structure of one of principal products of quercetin oxidation, the
UV spectrum of the reaction mixture has been recorded and its reaction with hydroxylamine has
been carried out. A large number of isomers have been revealed among the quercetin oxidation
products. A method to distinguish them from the dimers formed in the mass spectrometer during
the electrospray ionization process has been suggested. The two main oxidation mechanisms of
quercetin discussed in the literature involve intermediate formation of compounds with the triv-
ial names “depside” and “alﬁtonine”. Their joint presence in the product composition has been
established, but their stability and lifetimes in solution are diﬀerent. Refs 17. Tables 1.
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Введение. Кверцетин 1 является наиболее распространённым представителем та-
кого класса природных соединений, как флавоноиды, обладает широким спектром био-
логического действия и антиоксидантной активностью, проявляющейся в способности
инактивировать различные активные формы кислорода [1].
Механизм действия кверцетина как антиоксиданта, несмотря на большое число пуб-
ликаций, до настоящего времени остаётся до конца не выясненным, поэтому важно
установить и систематизировать структуры продуктов, получающихся при окислении
кверцетина, в частности, кислородом воздуха в водных растворах.
Авторами работ [1–16] были идентифицированы многочисленные продукты и уста-
новлены некоторые закономерности окисления кверцетина в различных условиях. Мно-
гие продукты ферментативного [2–7], электрохимического [8] и автоокисления (по сво-
боднорадикальному механизму) [9–14] и т. д. в слабощелочной среде совпадают. Следо-
вательно, предположения о структурах продуктов, получающихся при окислении квер-
цетина, можно использовать для интерпретации масс-спектров веществ, полученных
нами, безотносительно к методу окисления, применённому в каждом конкретном слу-
чае. Настоящая работа включала окисление кверцетина кислородом воздуха в водных
растворах в слабощелочной среде (pH ≈ 8 ÷ 9) в присутствии этанола (для увели-
чения растворимости кверцетина), хромато-масс-спектрометрический анализ (ВЭЖХ-
ЭР-МС-МС) полученной смеси и систематизацию литературных сведений о продуктах
окисления для сопоставления с нашими данными.
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Экспериментальная часть.
Окисление кверцетина в водных растворах. В работе использовали образец
кверцетина дигидрата (не менее 95%, Sigma, CAS № 117-39-5). Готовили раствор в 95%
этаноле с концентрацией кверцетина 10 мг/мл, который далее разбавляли в 100 раз до
концентрации 100 мкг/мл водным раствором гидрокарбоната аммония с концентраци-
ей 25мМ, pH ≈ 8 ÷ 9 или раствором этанол/водный раствор NH4HCO3 (C = 25мМ)
30/70. Окисление проводили при пропускании воздуха в течение 3 ч через раствор
объёмом 100 мл с примерной скоростью 2 л/мин. Перед хроматографическим анализом
полученные реакционные смеси подкисляли муравьиной кислотой до её концентрации
в пробах 0,1%.
Условия хроматографического анализа. ВЭЖХ анализ проводили на хрома-
тографе Agilent 1290 Inﬁnity с масс-спектрометрическим детектором. Колонка: Zorbax
Eclipse XDB-C8 Narrow-Bore 2.1× 150 мм с диаметром частиц сорбента 3,5 мкм с пред-
колонкой, заполненной таким же сорбентом. Использовали режим градиентного элю-
ирования; фаза А: вода/ацетонитрил/муравьиная кислота 99/1/0,1 (об./об./об.), фаза
В: вода/ацетонитрил/муравьиная кислота 90/10/0,1 (об./об./об.); линейное увеличение
содержания фазы В в элюенте с 2 до 80% за 35 мин, далее уменьшение до 2% фазы В
за 1 мин, ещё в течение 2 мин — режим установления равновесия. Скорость потока фа-
зы 0,2 мл/мин. Объём дозируемых проб 10 мкл. Температура термостата колонки 30℃.
Хроматограммы регистрировали по общему ионному току и в результате изолирования
и последующей фрагментации заданных ионов (режим MRM).
Условия масс-спектрометрического детектирования.Масс-спектрометричес-
кое определение продуктов окисления кверцетина проводили на масс-спектрометре ти-
па ионная ловушка Bruker amaZON ETD (Германия), метод ионизации — электроспрей,
использован режим детектирования отрицательных ионов. Напряжение на капилляре
−4,8 кВ. Газ-осушитель — азот, температура 250℃, поток 9 л/мин. Диапазон сканиру-
емых масс 70–1000 Да. Каждый спектр получен в результате усреднения пяти сканов.
Для вычисления индексов удерживания продуктов окисления кверцетина было
определено время удерживания реперных компонентов: ацетофенона (tR = 18,8 мин),
пропиофенона (23,5 мин), бутирофенона (27,3 мин). Мёртвое время установлено по
водному раствору тиомочевины t0 = 1,60 ± 0,05 мин. Расчёт индексов удерживания
проводили, внеся ряд изменений в формулу
RIx = RIn + (RIn+1 −RIn) f(tx)− f(tn)
f(tn+1)− f(tn) ;
f(tR) = tR + q lg(tR − t0),
где RIx, tx — индекс и время удерживания определяемого соединения; RIn, tn — индекс
и время удерживания реперного алкилфенилкетона С6H5COCnH2n+1 с числом атомов
углерода в алкильном фрагменте n; RIn+1, tn+1 — индекс и время удерживания ре-
перного алкилфенилкетона С6H5COCnH2n+1 с числом атомов углерода в алкильном
фрагменте n+1. Параметр q вычисляют по времени удерживания всех трёх реперных
компонентов.
Расчёт линейно-логарифмических индексов удерживания требует задания трёх ре-
перных точек на границах интервала t0− tR. Одной из них должно быть само значение
t0, соответствующее гипотетическому реперному компоненту с нулевым значением ин-
декса. Однако в системе линейно-логарифмических индексов удерживания, так же как
и в системе индексов Ковача, это невозможно из-за особой точки функции lg(tR − t0).
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Для устранения этой неопределённости значение RI0 = 0 целесообразно присвоить не
моменту времени t0, а tR = t0 + x, x  t0. Кроме того, требуются данные ещё о двух
реальных реперных компонентах, например tR1 и tR2. Необходимость контроля вычис-
ляемых значений индексов удерживания в каждых конкретных условиях заставляет
предпочесть иной вариант их выбора: расчётное уравнение рациональнее строить по
значениям t0 + x (RI0 = 0), tR1 (RI1 = 800) и tR3 (RI3 = 1000), используя время удер-
живания второго реперного компонента для проверки совпадения его вычисленного
индекса удерживания с постулированным значением RI2 = 900. Оптимизации требу-
ет отношение области времени удерживания, ограниченной реперными компонентами,
т. е. tR3− tR1 = b, к характеризуемому интервалу tR1− t0 = a. В градиентных режимах
элюирования с высокими начальными содержаниями воды в элюенте b/a ≈ 1. Это со-
ответствует явно неблагоприятным условиям экстраполяции индексов удерживания за
пределы области, ограниченной реперными компонентами. С целью искусственного со-
здания более удобных для экстраполяции условий (b/a > 1) проведено преобразование
значений реального времени удерживания в шкалу их квадратов [15].
Дополнительные эксперименты для уточнения структуры продуктов
окисления. Для установления влияния этанола, присутствующего в реакционной сме-
си, на состав продуктов окисления кверцетина готовили раствор кверцетина (C =
= 10 мг/мл) в метаноле, который далее разбавляли в 100 раз до концентрации
100 мкг/мл раствором гидрокарбоната аммония с концентрацией 25мМ, pH ≈ 8 ÷ 9.
Окисление проводили в течение 3 ч при продувке воздуха через раствор. Бо´льшая часть
полученных в таких условиях продуктов окисления кверцетина совпадает с продук-
тами окисления кверцетина в водно-этанольных смесях. Компоненты, интенсивности
хроматографических пиков которых «чувствительны» к замене этанола на метанол,
отмечены специальными комментариями в таблице.
Для подтверждения хиноидного строения соединения 2 со временем удерживания
tR = 9,6 мин и M = 332 окисление кверцетина проводили в течение 6 ч при барботиро-
вании воздуха через раствор и 6 сут в условиях контакта с воздухом без барботирования
и перемешивания, после чего реакционная смесь была обработана гидроксиламином.
К 2 мл реакционной смеси добавили 0,02 г гидрохлорида гидроксиламина. Реакцию
проводили при 70℃ в течение суток. В результате на хроматограмме реакционной сме-
си исчезает пик продукта 2 со временем удерживания tR = 9,6 мин и M = 332, что
не противоречит предположению о его хиноидной структуре. Кроме того, для подтвер-
ждения хиноидной структуры этого продукта был зарегистрирован УФ-спектр реакци-
онной смеси, в которой наличие других компонентов было незначительным. В качестве
образца сравнения использовали раствор гидрокарбоната аммония. Спектр получен на
спектрометре Epoch (BioTek Instruments, США). Выявлен максимум поглощения при
длине волны 325 нм. Спектр схож с полученным ранее спектром хинона, образующимся
в результате окисления кверцетина [13].
С целью выяснения природы димеров (димерами авторы обозначают компоненты
с молекулярной массой M = 2Mкверцетин и продукты дегидродимеризации с M =
= 2Mкверцетин− 2H), обнаруживаемых в больших количествах при хромато-масс-спек-
трометрическом анализе продуктов окисления кверцетина, реакционную смесь разба-
вили в 10 раз, при этом интенсивность всех хроматографических пиков пропорциональ-
но уменьшилась. При увеличении концентрации кверцетина в реакционной смеси вдвое
по сравнению с исходной увеличилась интенсивность только пика кверцетина. Из этого
следует, что образование димерных продуктов окисления преимущественно происходит
в процессе реакции. Однако было отмечено и появление пиков ионов [M − 1]− димеров
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в масс-спектрах мономерных продуктов, образование которых происходило в масс-спек-
трометре в процессе электрораспылительной ионизации. Оптимизация условий масс-
спектрометрического детектирования позволила снизить интенсивность пиков ионов
[M − 1]− димеров в масс-спектрах, что во многих случаях позволило обнаружить пики
ионов [M−1]− мономерных продуктов. Основную роль сыграло изменение напряжения
на выходном капилляре с −140 до −240 В.
Для окисления кверцетина в условиях реакции Фентона cмешивали 1 мл водного
раствора H2O2 (3%), 1 мл водного раствора FeSO4 с концентрацией 10 мг/мл и 1 мл
раствора кверцетина в этаноле с концентрацией 10 мг/мл, а также готовили смесь этих
компонентов в таких же соотношениях, но с уменьшенными в 10 раз концентрациями.
Пробы реакционных смесей отбирали через 15 мин, 1 и 2 ч после начала реакции.
Показано, что продукты окисления кверцетина в таких условиях не совпадают с про-
дуктами окисления, полученными при окислении кверцетина кислородом воздуха, и,
следовательно, заслуживают отдельного рассмотрения.
Обсуждение результатов. В результате окисления кверцетина в водно-спиртовом
растворе в слабощелочной среде кислородом воздуха, хромато-масс-спектрометричес-
кого анализа полученной смеси, систематизации литературных данных о продуктах
окисления кверцетина и их сопоставления с полученными нами данными удалось соот-
нести основные известные продукты окисления кверцетина с параметрами удержива-
ния зарегистрированных нами компонентов. Продукты окисления кверцетина и важ-
нейшие параметры для их ВЭЖХ-МС анализа приведены в таблице в порядке уве-
личения времени удерживания; для всех компонентов указаны индексы удерживания.
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Структуры соединений, образующихся в результате окисления кверцетина кислородом
воздуха в водно-спиртовом растворе в слабощелочной среде
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Кислоты. Сопоставление литературных данных с нашими результатами позволяет
установить структуры карбоновых кислот, а именно 2,4,6-тригидроксибензойной кис-
лоты 3 (tR = 6,0 мин) и 3,4-дигидроксибензойной кислоты 4 (tR = 6,9 мин). Однако
флороглюцин, который упоминается в литературе как продукт декарбоксилирования
2,4,6-тригидроксибензойной кислоты 3 , в нашем случае не был обнаружен, так как
декарбоксилирование происходит при нагревании, в том числе при высушивании про-
дуктов окисления [14].
На хроматограмме смеси продуктов окисления был обнаружен пик неизвестного со-
единения со временем удерживания 2,9 мин и приведёнными в таблице главными сигна-
лами масс-спектра. Для этого соединения в результате сопоставления с литературными
данными можно предложить две структуры: 2-(3,4-дигидроксифенил)-2-оксоуксусной
кислоты 5 и этил-3,4-дигидроксибензоата. Однако наиболее вероятна именно структу-
ра кислоты, так как при замене этанола на метанол в составе растворителя положение
и относительная интенсивность пика этого продукта на хроматограмме не изменяют-
ся. Образование 2-(3,4-дигидроксифенил)-2-оксоуксусной кислоты 5 отмечают авторы
статьи [8], где описано электрохимическое окисление кверцетина в растворе этанол/нат-
рий-фосфатный буферный раствор (1 : 1, v/v, pH = 7,4). Полученные нами результаты
позволяют уточнить структуру соединения с временем удерживания 5,2 мин. Можно
предположить, что это не этил-2,4,6-тригидроксибензоат, а 2-оксо-2-(2,4,6-тригидрок-
сифенил)уксусная кислота 6 (идентифицирована в работе [8]), потому что сигнал это-
го компонента также сохраняется на хроматограмме реакционной смеси, содержащей
метанол вместо этанола. Ещё одним доводом в пользу наших рассуждений служат рас-
чётные коэффициенты гидрофобности этил-3,4-дигидроксибензоата и этил-2,4,6-три-
гидроксибензоата: они больше, чем коэффициенты гидрофобности 2,4,6-тригидрокси-
бензойной 3 и 3,4-дигидроксибензойной 4 кислот, элюирующихся с временем удержи-
вания 6,0 и 6,9 мин соответственно; следовательно, продукты окисления кверцетина
с временем удерживания 2,9 мин и 5,2 мин по этому критерию не являются этиловыми
эфирами.
Среди продуктов окисления присутствует компонент со временем удерживания
8,8 мин и массовым числом иона [M −H ]− = 351. В статье [8] описан продукт с моле-
кулярной массой 352 и структурой 2-карбокси(3,4-дигидроксифенил)(гидрокси)меток-
си-4,6-дигидроксибензойной кислоты 7 . В результате гидролиза соединения 7 могут
образовываться 2-(3,4-дигидроксифенил)-2-оксоуксусная кислота 5 и 2,4,6-тригидрок-
сибензойная кислота 3 .
Кетали и полукетали. В соответствии с литературными данными [5, 8, 11, 12]
можно предположить, что продукт со временем удерживания 14,7 мин и массовым
числом иона [M −H ]− = 363 имеет структуру 1-(3,4-дигидроксифенил)-2-этокси-2-гид-
рокси-3-(2,4,6-тригидроксифенил)пропан-1,3-диона 8 . Доказательством такого предпо-
ложения является тот факт, что интенсивность пика этого соединения уменьшается
в 10 раз на хроматограмме смеси, полученной в растворе, содержащем метанол вместо
этанола. Это соединение относится к классу этиловых эфиров кеталей, существующих
только в растворах, поэтому его выделение в индивидуальном виде представляется
маловероятным.
К этому же типу продуктов относятся обнаруженные нами алфитонин 2-(3,4-ди-
гидроксибензоил)-2,4,6-тригидроксибензофуран-3(2H)-он 9 (tR = 11,1 мин) [5, 7, 11]
и 2-(3,4-дигидроксифенил)-2,5,7-тригидроксихроман-3,4-дион 10 (tR = 10,3 мин). Со-
единения 9 и 10 являются полукеталями и, следовательно, существуют только в рас-
творах.
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Пероксиды. В составе реакционных смесей был зафиксирован нестабильный про-
дукт с временем удерживания 9,6 мин, пиками ионов [M − H ]− = 333 в масс-спек-
трах и возможной структурой 2-(3,4-дигидроксифенил)-2-гидроперокси-5,7-дигидрок-
сихроман-3,4-диона 11 . Дальнейшее окисление этого интермедиата может приводить
к образованию 2-(3,4-диоксоциклогекса-1,5-диен-1-ил)-2-гидроперокси-5,7-дигидрокси-
хроман-3,4-диона 2 , содержание которого в смеси увеличивается со временем. После за-
вершения барботирования кислорода через раствор этот продукт регистрируется в сме-
си в течение недели и дольше, поэтому его можно считать одним из самых стабильных
продуктов этой реакции. Для доказательства его хиноидной структуры реакционная
смесь была обработана гидроксиламином. О протекании реакции судили по исчезнове-
нию пика соединения с массовым числом иона [M −H ]− = 331 на хроматограмме. Па-
раллельно был зарегистрирован УФ-спектр смеси, в которой соединение 2 было основ-
ным компонентом; максимум поглощения в этом спектре соответствует 325 нм. Ранее
в работе [13] был опубликован спектр смеси, полученной в ходе окисления кверцетина
кислородом воздуха в водных растворах в щелочной среде, положение максимума в ко-
тором составляло 314 нм. Авторы статьи [13] приписывают основному продукту этой
смеси хиноидную структуру. При титровании раствора кверцетина с целью установле-
ния его константы кислотности [14] был зарегистрирован УФ-спектр смеси продуктов
окисления кверцетина при pH = 10 с максимумом поглощения 324 нм.
Значительный интерес представляет сравнение двух обсуждаемых в литературе ме-
ханизмов окисления кверцетина кислородом воздуха в водных растворах. Первый из
них в качестве промежуточного продукта предполагает образование так называемо-
го депсида 2-((3,4-дигидроксибензоил)окси)-4,6-дигидроксибензойнойкислоты 15 (Схе-
ма 1) [4, 11, 16], второй — алфитонина (2-(3,4-дигидроксибензоил)-2,4,6-тригидрокси-
бензофуран-3(2H)-она) 9 [5, 7, 11]. В полученной нами смеси продуктов окисления квер-
цетина присутствует депсид 15 со временем удерживания tR = 12,00 мин (Схема 1).
Схема 1
OHO
OH O
OH
OH
OH
OHO
OH O
O
OH
OH
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HO
OO
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1 12 13
141543 O−
−O
+ H2O − H2O
− CO2
Однако мы обнаружили и алфитонин 2-(3,4-дигидроксибензоил)-2,4,6-тригидроксибен-
зофуран-3(2H)-он 9 , время удерживания которого составляет tR = 11,1 мин. Механизм
образования алфитонина включает окисление кето-таутомера кверцетина с образова-
нием гидроксильной группы в положении 2 (формально — полукеталь 10 ) с последу-
ющей его изомеризацией и образованием нового полукеталя 9 , содержащего пятичлен-
ный цикл вместо шестичленного. Следует заметить, что в составе реакционных смесей
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были обнаружены три компонента с пиками ионов [M − H ]− = 317 в масс-спектрах.
Возможно, что они относятся к нестабильным интермедиатам 10, 16 (Схема 2).
Схема 2
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Заключение. В результате окисления кверцетина кислородом воздуха в водных
растворах в слабощелочной среде (pH ≈ 8 ÷ 9) в присутствии этанола (для увели-
чения растворимости), хромато-масс-спектрометрического анализа продуктов реакции
и систематизации литературных сведений о продуктах окисления были установлены
основные продукты. Подтверждено, что многие из продуктов окисления кверцетина
относятся к таким классам органических соединений как: кетали, полукетали и перок-
сиды и, следовательно, стабильны только в растворах.
Два основных обсуждаемых в литературе механизма окисления кверцетина предпо-
лагают промежуточное образование соединений с тривиальными названиями «депсид»
и «алфитонин». Установлено их совместное присутствие в составе продуктов, но пока-
зана их различная устойчивость и время жизни в растворах.
∗ ∗ ∗
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